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frisjsOrTATION MEDIC AMENTEUSE UTILE POUR I A TR A NSFECTIQN ET 
I, 'EXPRESSION IN VIVO D'EXOGENES 

La presente invention concerne le domaine de la therapie genique et 
notamment l'utilisation d'adenovirus pour Fexpression de gene d'interet therapeutique. 
5 Elle concerne plus particuliferement un nouveau mode de traitement des pathologies 
cforigine genetique base sur Futilisaticm combinee de deux types d'agents 
therapeutiques. 

La therapie genique consiste a corriger une dfificience ou une anomalie 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction dune information genetique 

10 dans la cellule ou Torgane affect§. Cette information genetique peut etre introduite 
soit in vitro ou ex vivo dans une cellule extraite de l'organe, la cellule modifiee 6tant 
alors reintroduce dans 1'organisme, soit directement in vivo dans le tissu approprie. 
Dans ce second cas, differentes techniques physiques de transfection existent, parmi 
lesquelles l'emploi de virus comme vecteurs. A cet egard, differents virus ont ete 

15 testes pour leur capacite a infecter certaines populations cellulaires. En particulier, les 
retrovirus (RSV f HMS, MMS, etc), le virus HSV, les virus adeno-associes, et les 
adenovirus. 

Parmi ces virus, les adenovirus presentent certaines proprietes interessantes 
pour une utilisation en therapie genique. lis ont un spectre d'hote assez large, sont 

20 capables d'infecter des cellules quiescentes et ne s'integrent pas au genome de la 
cellule infectee. Les adenovirus sont des virus a ADN double brin lineaire d'une taille 
de 36 kb environ, Leur genome comprend notamment une sequence inversee repetee 
(TTR) a leur extremity une sequence tfencapsidation, des gdnes pr6coces et des g&ies 
tardifs (Cf figure 1). Les principaux gknes precoces sont les genes El (Ela et Elb), 

25 E2, E3 et E4. Les principaux genes tardifs sont les gfcnes LI & L5. 

Compte tenu des proprietes des adenovirus mentionnees ci-dessus, ceux-ci 
ont deja ete utilises pour le transfert de genes in vivo. A cet effet, differents vecteurs 
derives des adenovirus ont 6t6 prepares, incorpwant differents genes (B-gal, OTC f a- 
1AT, cytokines, etc). Dans chacune de ces constructions, radenovirus a ete modifie 
30 de maniere a le rendre incapable de replication dans la cellule infectee. Ainsi, les 
constructions decrites dans Tart anterieur sont des adenovirus delates des regions El 
(Ela et/ou Elb) et eventuellement E3 au niveau desquelles est inseree une sequence 
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rfADN heterologue (Levrero et al.. Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhury et ah. 
Gene 50 (1986) 161). 

Cependant, comme pour tous les virus connus, l'administration d'un 
adenovirus sauvage (Routes et al., J. Virol. 65 (1991) 1450) ou recombinant defectif 
5 pour la replication (Yang et al., PNAS (1994) 4407), induit une reponse immunitaire 
importante. 

La finalite premiere du systeme immunitaire est rint6grit6 de Tindividu ou 
Tintegrite du « soi ». Elle aboutit d r&irninatiQn des agents infectieux ainsi qu'au rejet 
des greffes et des tumeurs sans toutef ois que ces puissants mecanismes de defense de 

10 Torganisme ne se retournent centre lui et ne donnent lieu a des maladies auto- 
immunes. Cet etat de non-reponse vis-a-vis des antigenes de « soi » alors que les 
antigenes etrangers sont elimines est defini comme un etat de tolerance physiologique. 
Afin d'eliminer les agents etrangers, le systeme immunitaire developpe deux types de 
mecanismes. Le premier est la production d'anticorps spSrifiques par les lymphocytes 

15 B ; on parte d'immunite humorale. Ces anticorps vont fixer Tantigene et soit 
Tinactiver soit l'eliminer de Torganisme. Le second mecanisme de defense concerne 
Timmunite oellulaire et met en oeuvre des lymphocytes T, et parmi ceux-ci des 
lymphocytes T cytotoxiques, porteurs d'un recepteur specif ique de Tantigeie 
consider^. La reconnaissance de Tantigene par le recepteur T necessite que celui-ci 

20 soit exprime en association avec des proteines codees par les genes du oomplexe 
majeur d'histocompatibilite ou CMH de classe 1 et de classe II. 

En consequence, cette reponse immunitaire developpee contre les cellules 
infectfees constitue un obstable majeur & 1'utilisation des vecteurs viraux en therapie 
geniqxie puisque (i) en induisant une destruction des cellules infectees elle limite la 

25 duree dexpression du gene therapeutique et done l'effet therapeutique, (ii) elle induit 
parallelement une reponse inflammatoire importante, et (iii) elle entraine Telimination 
rapide des cellules infectees apres des injections repetees. II est entendu que 
l'amplitude de cette reponse immunitaire k l'encontre des cellules infectees varie selon 
la nature de Torgane subissant l'injection et le mode ^injection mis en oeuvre. Cest 

30 ainsi que Texpression de la 6-galactosidase, cod6e par un adenovirus recombinant 
administre dans le muscle de souris immunocompetentes, est reduite a des niveaux 
minimum 40 jours aprts l'injection (Kass-Eisler et al., PNAS 90 (1993) 11498). De 
meme, Texpression de genes transfectes par des adenovirus dans le foie est 



WO 96/25177 



PCT/FR96A>0218 



3 

significativemem reduite dans les 10 jours qui suivent Tinjection (Yang Y et al. 1994 
immunity 1 433-442) et 1'expression du facteur IX transfere par adenovirus dans des 
hepatocytes de chiens hemophiles disparait 100 jours apr^s I'injection (Kay et al., 
PNAS 91 (1994) 2353). 

5 Dans la perspective dune exploitation en therapie genique de vecteurs derives 

des adenovirus, il apparait done necessaire de controler la reponse immunitaire 
developpee a leur enoontre ou contre les cellules qu'ils infectent 

De ce qui precede, fl ressort que la mise en activite du systeme immunitaire 
necessite au prealable une reconnaissance par celui-ci des elements etrangers a 
10 Torganisme (le non-soi ou soi modify) comme des vecteurs derives des adenovirus, 
qui doivent en temps normal etre detruits. Au cours des dernieres annees des 
strategies d'immunointervention ont ete developpees dont le but est de area- un 
environnement immunitaire «permissif», e'est-a-dire a Tinduction d'un etat de 
tolerance, vis-a-vis d'antig&ies etrangers pre-definis. 

15 Cest precisement a ce niveau qu'intervient la presente invention. Hie vise a 

prevenir Telimination rapide des adenovirus des cellules infectees et done a prolonger 
de maniere consequente 1'expression in vivo du gene therapeutique qu'ils portent 

Recemment, les demandeurs ont mis en evidence que la co-expression dans les 
cellules infectees de certains genes est capable d'induire un effet immunoprotecteur et 

20 ainsi de faire echapper les vecteurs et/ou les cellules infectees au systeme immunitaire. 
lis ont notamment mis au point des adenovirus dans lesquels 1'expression d'un gene 
d'interet therapeutique est couplfie & celle d'un gdne immunoprotecteur ( FR N°94 
12346). H peut notamment s'agir d'un gtne dont le produit agh sur l'activitS du 
complexe majeur d'histocompatibilit6 (MHO ou sur I'activitfe des cytokines 

25 permettant de reduire considerablement, voire de supprimer toute reaction 
immunitaire a 1'encontre du vecteur ou des cellules infectees. Us inhibent au moins 
partiellement 1'expression des proteines MHC ou la presentation antigenique avec 
pour consequence avantageuse une reduction notable de la reaction immunitaire a 
l'encontre du vecteur ou des cellules infectees et done un effet therapeutique 

30 prolonge. 

De maniere inattendue, les demandeurs ont mis en evidence qu'il etait possible 
de prolonger significativemem Teffet therapeutique d'un tel vecteur en ltd associant 
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un immunosuppresseur. L' elimination du vecteur considere et/ou la destruction des 
cellules infectees, par le systeme immunitaire, se trouvent retardees d'un delai 
nettement superieur a celui auquel on pouvait s'attendre par la simple juxtaposition 
des effets immunoprotecteurs du dit vecteur et de rimmunosuppresseur. 
5 Avantageusement, Tassociation medicamenteuse objet de la presente invention induit 
un phenom&ie de « pseudo-inertie » du syteme immunitaire propice a r expression sur 
le long terme d'un g£ne therapeutique. 

Au sens de l'invention, immunosuppresseur designe tout compose capable 
d'inhiber en partie ou en totalite au moins une voie de signalisation immunitaire. De 

10 maniere generate, les immunosuppresseurs sont habituellement utilises en 
transplantation, dans le but de prevenir le rejet d'allogreffe, et dans le traitement de 
certaines maladies autoimmunes. Les produits classiquement utilises sont soit les 
immunosuppresseurs chimiques comme les corticosteroides, l'azathioprine, la 
cyclosporine, le FK506, soit des immunosuppresseurs. biologiques tels les anticorps 

15 polyclonaux ou monoclonaux. La premiere categorie d' immunosuppresseurs, et parmi 
ceux-ci surtout la cyclosporine et le FK506, inhibent de maniere importante la 
production de cytokines, telles rinterleukine 2, dont le role dans la differentiation et la 
proliferation des cellules lymphocytaires est essentiel. Malheusement, Tefficacite de ce 
type d'immunosuppresseurs necessite leur administration permanente qui est 

20 confrontee a plus ou moins long terme au probleme de leur toxicite. Ainsi 
Tazzathioprine est potentiellement myelotoxique et la cyclosporine est nephrotoxique 
et peut en outre entrainer une hypertension ou des troubles neurologiques. 

En ce qui concerne plus particulidrement les anticorps, il s*agit d'anticorps 
diriges contre les cellules lymphoides du systeme immunitaire. Le premier anticorps 

25 utilise a titre d'immunosuppresseur est l'anti-CD3, dirige contre les lymphocytes T. Sa 
cible est Tune des chaines polypeptidiques de la molecule CD3 qui compose le 
recepteur pour Tantigene des cellules T. 11 s*en suit une inactivation fonctionnelle des 
cellules T CD3+ reconnues par T anticorps. Dans le cas de la problematique qui nous 
interesse ici, T administration d'un immunosuppresseur de ce type conjointement a 

30 celle d'un adenovirus recombinant contenant un gene therapeutique serait en mesure 
de bloquer la reaction immunitaire de Thote vis-a-vis du vecteur viral et/ou de ses 
produits exprimes a la surface des cellules infectees. Sur le meme principe on peut 
faire usage d'anticorps anti-CD4, -CD2, -CD8, -CD28, -B7, -ICAM-1 et -LFA-1. 
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Les demandenrs ont a maintenant mis au point un nouveau mode de traitement 
particulierement efficace pour retarder de maniere importante voire inhiber la reaction 
du systeme immunitaire sans soulever de problemes de toxicite. 

Plus precisement, la presente invention decoule de la mise en evidence d'un 
5 effet synergique particulierement important lie a l'utilisation combinee d'un adenovirus 
recombinant dans lequel 1'expression d'un gene d'interet therapeutique est couplee a 
celle d'un g£ne immunoprotecteur, tel que decrit precedemment, et au moins un 
agent immunosuppresseur. 

Un premier objet de la prfesente invention concerne done une association 

10 medicamenteuse d'au moins un agent immunosuppresseur et d'au moins un adenovirus 
recombinant dont le genome comprend un premier ADN recombinant contenant un 
gene therapeutique et un second ADN recombinant contenant un gene 
immunoprotecteur, pour une utilisation consecutive, intermittente et/ou simultanee 
dans le temps, utile pour des transfections exogeniques in vivo et/ou ex-vivo. 

15 Comme indique ci-avant, 1'invention repose notamment sur la mise en evidence 

d'un effet synergique entre l'activite de l'agent immunosuppresseur et l'effet du gene 
immunoprotecteur exprime sur 1'expression du gene therapeutique. 

Cette utilisation combinee permet un effet therapeutique nettement prolonge et 
necessite avantageusement des doses significativement amoindries notamment en 

20 agent immunosuppresseur. 

Comme indiquS plus loin, les deux composantes du traitement combine de la 
presente invention peuvent etre utilisees de maniere consecutive, intermittente et/ou 
simultanee dans le temps. De preference, Tagent immunosuppresseur est inject^ avant 
et aprSs l'injection de Tadenovirus. Selon ce mode de mise en oeuvre de la presente 

25 invention, l'administration du 1'immunosuppresseur peut etre espacee dans le temps et 
plus prtferentiellement renouvellee r§gulidrement. Dans ce cas particulier les deux 
composants sont conditionnes separement. Dans le cas d'une administration 
simultannee, ils peuvent etre melanges extemporanement avant d'etre administrfe 
ensemble ou au contra ire administres simultanement mais de maniere separfee. En 

30 particulier, les voies d'administration des deux agents peuvent etre differentes. 

Selon la pr&sente invention, on peut utiliser, a titre d'agent 
immunosuppresseur, tout compose capable d'inhiber en partie ou en totalite au moins 
une voie de signalisation immunitaire. II peut notamment etre choisi parmi la 
cyclosporine, le FK506, Tazathioprine, les corticosteroides et tout anticorps mono- ou 
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poly-clonal. U s'agit de preference d'anticorps capables d'inactiver les molecules 
immunes ou de provoquer la destruction des cellules immunes portant ces molecules. 
On peut notamment utiliser a litre d'anticorps, les anti-CD4, -CD3, CD2, -CD8, - 
CD28. -B7, -ICAM-1, -LFA-1. II peut egalement s'agir de molecules hybrides comme 
5 la CTLA4Ig, une proteine de fusion entre la molecule CTLA-4 (un homologue au 
CD28) et une immunoglobulins Le site GIFc de cette molecule en se liant & la 
molecule B7 s'avere capable tfinhiber l'activation des cellules T ( D. J; Lenschow; 
Science, 257 . 789, 1992). II est clair que la portee de la presente invention n'est 
aucunement limitee aux immunosuppresseurs enumeres ci-dessus. Ces 
10 immunosuppresseurs peuvent etre employes sous forme isolee ou en association. 

En ce qui conceme les ADN recombinants presents dans le genome de 
r adenovirus mis en oeuvre selon la presente invention, il s'agit de fragments d'ADN 
contenant le gene consider© (therapeutique ou immunoprotecteur) et 6ventuellement 
des signaux permettant son expression, construits in vitro puis inseres dans le genome 

15 de l'ad&iovirus. Les ADN recombinants utilises dans le cadre de la presente invention 
peuvent etre des ADN complementaires (ADNc), des ADN g&iomiques (ADNg), ou 
des constructions hybrides consistant par exemple en un ADNc dans lequel seraient 
insures un ou plusieurs introns. II peut egalement s'agir de sequences synth6tiques ou 
semisynthetiques. Ces ADN peuvent etre d'origine humaine, animale, vegetale, 

20 bacterienne, virale, etc. De maniere particulierement avantageuse, on utilise des 
ADNc ou des ADNg. 

Comme gene therapeutique utilisable pour la construction des vecteurs de la 
presente invention, on peut citer tout gene codant pour un produit ayant un effet 
therapeutique. Le produit ainsi code peut etre une proteine, un peptide, un ARN, etc. 

25 S'agissant d'un produit proteique, il peut etre homologue vis-a-vis de la 

cellule cible (c'est-a-dire un produit qui est normalement exprime dans la cellule cible 
lorsque celle-ci ne presente aucune pathologie). Dans ce cas, Texpression d'une 
proline permet par exemple de pallier une expression insuffisante dans la cellule ou 
Texpression tfune proteine inactive ou faiblement active en raison d'une modification, 

30 ou encore de surexprimer ladite proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour 
un mutant d'une proteine celluiaire, ayant une stabilite accrue, une activite modifiee, 
etc. Le produit prot&que peut egalement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. 
Dans ce cas, une proteine exprimee peut par exemple completer ou apporter une 
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activite deficiente dans la cellule, lui permettant de lutter contre une pathologie, ou 
stimuler une reponse immunitaire. 

Parmi les produits proteiques therapeutiques au sens de la presente invention, 
on peut citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, 
5 interieukines. interferons, TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de croissance, les 
neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les facteurs 
trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS. 
HARP/pleiotrophine, etc; les apolipoproteines : ApoAI, ApoATV, ApoE, etc (FR 93 
05125), la dystrophine ou une minidystrophine (FR 9111947), la pioteine CFTR 
10 associee & la mucoviscidose, les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, RaplA, 
DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les genes codant pour des facteurs impliqufcs dans la 
coagulation : Facteurs VII, VIII, IX, les genes intervenant dans la reparation de 
l'ADN, etc. 

Comme indique plus haut, le gene therapeutique peut egalement etre un g£ne 
ou une sequence antisens, dont rexpression dans la cellule cible permet de controler 
Texpression de genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences 
peuvent, par exemple, etre transcrites dans la cellule cible en ARN complementaires 
d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique 
decrite dans le brevet EP 140 308. Les antisens comprennent egalement les sequences 
codant pour des ribozymes, qui sont capables de detruire seleaivement des ARN 
cibles (EP321 201). 

Les genes therapeutiques peuvent etre d'origine humaine, animale, vegetale, 
bacterienne, virale, etc. lis peuvent etre obtenus par toute technique connue de 
lTiomme du metier, et notamment par criblage de banques, par synthese chimique, ou 
encore par des methodes mixtes incluant la modification chimique ou enzymatique de 
sequences obtenues par criblage de banques. 

Le gene immunoprotecteur utilise dans le cadre de la presente invention peut 
etre de differents types. Comme explicite precedemment, il s*agit d'un gene dpnt le 
produit agit sur l'activite du complexe majeur d'histooompaubilite (MHC) ou sur 
30 l'activite des cytokines II s'agit de preference d'un gene dont le produit inhibe au moins 
partiellement l'expression des proteines du MHC ou la presentation antigenique. A 
titre d'exemples preferes, on peut citer certains genes contenus dans la region E3 de 
l'adenovirus, le gene ICP47 du virus de I'herpes. ou le gene UL18 du cytomegalovirus. 
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La region E3 du genome de Fadenovims contient differemes phases de lecture 
qui, par epissage altematif, donnent naissance a des proteines differentes. Parmi 
celles-ci, la proteine Gpl9k (ou E3-19k) est une proteine transmembranaire 
glycosylee localisfie dans la membrane du reticulum endoplasmique (RE). Cette 
5 proteine comprend un domaine luminal liant ies molecules du MHC-I et une extremite 
cytoplasmique C-terminale capable de lier les microtubules (ou la tubuline), qui agit 
pour ancrer la proteine gpl9k dans la membrane du RE. Gpl9k est ainsi capable 
rfempecher Fexpression des molecules MHC-I i la surface des cellules par interaction 
et sequestration au niveau du RE. Cependant, en Tabsence de replication virale, la 

10 proteine gpl9k est faiblement exprimfe par les adenovirus. Par ailleurs, Texpression 
de la gpl9k est egalement conditionnee k la realisation tfun epissage. ^introduction 
dans les vecteurs de l'invention tfun ADN recombinant contenant une sequence 
(ADNc de preference) codant pour la gpl9k permet de controler et d'optimiser 
l'expression de ladite proteine. En particulier, l'emploi de promoteurs constitutifs et la 

15 suppression des autres phases de lecture permet d'augmenter fortement l'expression de 
cette proteine et de s'affranchir de la dependance vis-a-vis de la replication virale et la 
presence cfelements inducteurs. Ceci permet de maniere particulierement avantageuse 
de diminuer considerablement la lyse par les CTL des cellules infectees et ainsi 
d'augmenter et de proionger la production in vivo du gene therapeutique. 

20 D autres proteines codees par la region E3 du genome de Fadenovirus telles 

que les proteines 10 ( 4k et 14,5k presentent certaines proprietes interessantes en vue 
de leur incorporation dans les vecteurs de l'invention. 

Le gene ICP47 du virus de Therpes simplex constitue un autre gene 
immunoprotecteur particulierement interessant au sens de la presente invention. Les 

25 cellules infectees par le virus de l'herpes simplex presentent une resistance & la lyse 
induite par les CTL. II a ete montrS que cette resistance pouvait etre conferee par le 
gene ICP47, qui est capable de reduire Texpression des molecules MHC-I a la surface 
des cellules, ^incorporation du gene ICP47 dans un ADN recombinant, selon 
l'invention permet Egalement aux virus recombinants de Tinvention d'6chapper au 

30 systeme immunitaire. 

Le gene UL18 du cytomegalovirus constitue un autre exemple prefere de 
gene immunoprotecteur selon l'invention. Le produit du gene UL18 est capable de lier 
la B2-microglobuline (Browne et al. Nature 347 (1990) 770). La B2-microglobuline 
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est Tune des chaines des molecules MHC-I. L'incorporation du gene UL18 dans un 
ADN recombinant selon l'invention perrnet ainsi de diminuer le nombre de molecules 
de 62-microglobuline fonctionnelles dans les cellules infectees par les vims de 
l'invention, et done de diminuer les capacity de ces cellules & produire des molecules 
5 MHC-I completes et fonctionnelles. Ce type de construction perrnet done de proteger 
les cellules infectees de la lyse par les CTL. 

Comme indique ci-avant, le gene immunoprotecteur utilise dans le cadre de 
la presente invention est, dans un autre mode de realisation prefere, un gene dont le 
produit inhibe Tactivite ou les voies de signalisation des cytokines. Les cytokines 
10 constituent une famille de proteines secretfces qui agissent comme des molecules de 
signalisation pour le systeme immunitaire. Elles peuvent attirer les cellules de 
rimmunite, les activer, induire leur proliferation et meme agir directement sur les 
cellules infectees pour les tuer. 

Parmi les genes dont le produit affecte sur I'activite ou les voies de 
15 signalisation des cytokines, on peut citer les genes intervenant sur la synthese des 
cytokines, ou dont le produit est capable de sequestrer les cytokines, d'antagoniser 
leur activite ou d'interftrer avec les voies de signalisation intercellulaires. A titre 
d'exemple preferentiels, on peut citer en particulier le gene BCRF1 du virus d'Epstein 
Barr. les genes crmA et crmB du virus de cowpox, les genes B15R et B18R du virus 
20 de la vaccine, le gene US28 du cytomegalovirus, les genes E3-14/7, E3-10.4 et E3- 
14,5 de Tadenovirus. 

Le gene B15R du virus de la vaccine code pour une proteine soluble capable 
de lier 1'interleukine-lB (la forme secrStee de l'interleukine-1), et ainsi d'empecher 
cette cytokine de se lier a ses recepteurs cellulaires. L'interleukine-l est en effet rune 

25 des premieres cytokines produites en reponse a une agression antigenique, et elle joue 
un role tres important dans la signalisation du systeme immunitaire au debut de 
rinfection. La possibility d'incorporer le gene B15R dans un vecteur selon l'invention 
perrnet avantageusement de reduire Tactivite de 1'IL-IB, notamment sur Tactivation 
des cellules immunitaires, et de ce fait de proteger localement les cellules infectees par 

30 les virus de l'invention contre une reponse immunitaire importante. Des genes 
homologues au gene B15R peuvent egalement etre utilises, tel que le gene du virus de 
cowpox. 
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De la meme maniere, le gene B18R du virus de la vaccine code pour une 
proteine homoiogue au recepteur de rinterleukine-6. Ce gene, ou tout homologue 
fonctionnel, est Sgalement utilisable dans ies vecteurs de l'invention pour inhiber la 
liaison de l'interleukine-6 sur son recepteur cellulaire et ainsi reduire localement la 
5 reponse immunitaire. 

Toujours de la meme fa$on, le gene cnmB du virus de cowpox peut etre 
avantageusement utilise. Ce gene code en effet pour une proteine secretee capable de 
lier le TNF et d'entrer en competition avec les recepteurs du TNF a la surface des 
cellules. Ce gene permet done, dans les virus de l'invention, de diminuer localement la 
10 concentration de TNF actif susceptible de d&ruire les cellules infectees. D'autres 
gdnes codant pour des proteines capables de lier le TNF et d'inhiber au moins 
partiellement sa liaison sur ses recepteurs peuvent egalement etre utilises. 

Le gene crmA du virus de cowpox code lui pour une proteine ayant une 
activite rfinhibiteur de proteases du type serpine, qui est capable d'inhiber la synthese 
15 de I'interleukine-1B. Ce gene peut done etre utilise pour diminuer localement la 
concentration en interleukine-1 et ainsi reduire le dfeveloppement de la reponse 
immunitaire et inflammatoire. 

Le gene BCRF1 du virus d'Epstein Barr code pour un analogue de 
l'interleukine 10. Le produit de ce gene est une cytokine capable de diminuer la 
20 reponse immunitaire et de changer sa specificite, tout en induisant la proliferation des 
lymphocytes B. 

Le gene US28 du cytomegalovirus code pour une proteine homologue au 
recepteur de la proteine inflammatoire des macrophages la (MlP-la). Cette proteine 
est done capable d'agir comme competiteur des recepteurs du MIP, et done d'inhiber 

25 son activite localement 

Le produit des genes E3-14.7, E3-10.4 et E3-14,5 de I'adenovirus est 
capable de bloquer la transmission du signal intercellulaire medie par certaines 
cytokines. Lorsque les cytokines se lient a leur recepteur a la surface d'une cellule 
infectee, un signal est transmis au noyau pour induire la mort cellulaire ou stoper la 

30 synthese proteique. Cest le cas en particulier du facteur de necrose des tumeurs 
(TNF). ^incorporation des genes E3-14.7, E3-10.4 et/ou E3-14.5 dans un ADN 
recombinant selon r invention en vue de leur expression constitutive ou regulee permet 
de bloquer la signalisation intercellulaire induite par le TNF, et ainsi de proteger les 
cellules infectees par les virus recombinants de l'invention des effets toxiques de cette 

35 cytokine. 
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Une inhibition locale et transitoire peut etre particulierement avaniageuse. 
Celle-ci peut etre obtenue notamment par le choix des signaux d'expression 
particuliers (promoteurs cytokine-dependants par exemple) comme indique ci-apres. 

II est entendu que d'autres genes homologues ou ayant des proprietes 
5 fonctionnelles similaires peuvent etre utilises pour la construction des vecteurs de 
l'invention. Ces differents genes peuvent etre obtenus par toute technique connue de 
1'homme du metier, et notamment par criblage de banques. par synthese chimique, ou 
encore par des m&hodes mixtes incluant la modification chimique ou enzymatique de 
sequences obtenues par criblage de banques. En outre, ces differents genes peuvent 
10 etre utilises seuls ou en combinaison(s). 

L'insertion des genes consideres sous forme d'ADN recombinants selon 
l'invention offre une plus grande flexibility dans la construction des adenovirus, et 
permet un meitleur contrdle de Texpression desdits genes. 

Ainsi, les ADN recombinants (et done les deux genes d'interet) incorpores 
15 dans les vecteurs adenoviraux selon la presente invention peuvent etre agences de 
differentes manieres. 

lis peuvent tout d'abord etre inseres en un meme site du genome de 
I'adenovirus, ou en des sites differents, selectionnes. En particulier, les ADN 
recombinants peuvent etre inseres au moins en partie au niveau des regions El , E3 
20 et/ou E4 du genome de I'adenovirus, en remplacement ou en supplement de sequences 
virales. 

Preferenuellement, les ADN recombinants sont inseres, au moins en partie, 
au niveau des regions El, E3 ou E4 du genome de Tad^novinxs. Lorsqu'ils sont 
inseres en deux sites differents, on prefere dans le cadre de l'invention utiliser les 
25 regions El et E3 ou El et E4. Les exemples montrent en effet que cette organisation 
permet une expression elevee des deux g&ies, sans interference entre les deux. 
Avantageusement, les ADN recombinants sont inseres en remplacement de sequences 
virales. 

Ces ADN recombinants peuvent ensuite comporter chacun un promoteur 
30 transcriptionnel, identique ou different Cette configuration permet d'obtenir des 
niveaux d'expression superieurs, et offre un meilleur controle de Texpression des 
genes. Dans ce cas f les deux genes peuvent etre inseres dans la meme orientation ou 
dans les orientations opposees. 
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lis peuvent egalement constituer une entite transcriptionnelle unique. Dans 
cette configuration, ies deux ADN recombinants sont contigus et positionnes de telle 
sorte que les deux genes soient sous le controle d'un promoteur unique, et donnent 
lieu a un ARN premessager unique. Cette disposition est avantageuse puisqu'elle 
5 permet d'utiliser un seul promoteur transcriptionneL 

Enfin, l'emploi d'ADN recombinants selon l'invention permet d'utiliser des 
promoteurs transcriptionnels de nature differente, et notamment des promoteurs forts 
ou faibles, regules ou constitutors, tissu-specifiques ou ubiquitaires, etc. 

Le choix des signaux d'expression et de la position respective des ADN 
10 recombinants est particuli&ement important pour obtenir une expression elevee du 
gene therapeutique et un effet immunoprotecteur important 

Un mode particulierement prefere de mise en oeuvre de la presente invention 
met en oeuvre un adenovirus defectif comportant un premier ADN recombinant 
contenant un gene therapeutique et un second ADN recombinant contenant un gene 
15 immunoprotecteur, dans lequel les deux ADN recombinants sont inseres au niveau de 
la region EL 

Un mode particulierement prefere de mise en oeuvre de la presente invention 
met en oeuvre un adenovirus defectif comportant un premier ADN recombinant 
contenant un gene therapeutique, insere au niveau de la region El.et un second ADN 
20 recombinant contenant un gene immunoprotecteur, insere au niveau de la region E3. 

Comme indique ci-avant, les adenovirus de la presente invention sont 
defectif s, c'est-a-dire qu'ils sont incapables de se repiiquer de fa$on autonome dans la 
cellule cible. Gfenfcralement, le gfenome des adenovirus defectifs selon la presente 
invention est done depourvu au moins des sequences necessaires a la replication dudit 

25 virus dans la cellule infectee. Ces regions peuvent etre soit eliminees (en tout ou en 
partie), soit rendues non-fonctionnelles, soit substituees par d'autres sequences et 
notamment par les gdnes therapeutiques. Le caractere defectif des adenovirus de 
l'invention est un Element important, puisqu'il assure la non dissemination des vecteure 
de l'invention apres administration. 

30 Dans un mode de realisation prefere, les adenovirus de l'invention 

comprennent les sequences ITR et une sequence permettant Tencapsidation, et 
possedent une delation de tout ou partie du gene El. 
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Les sequences inversees repetees (ITR) constituent 1'origine de replication 
des adenovirus. Elles sont localisees aux extremites 3' et 5* du genome viral (Cf figure 
1), d'ou elles peuvent etre isolees aisement selon les techniques classiques de biologie 
moleculaire connues de lliomme du metier. La sequence nucleotidique des sequences 
5 ITR des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et Ad5) est decrite 
dans la litterature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAV1 et CAV2). 
Concernant I'adSnovirus Ad5 par exemple, la sequence ITR gauche correspond a la 
region comprenant les nucleotides 1 a 103 du genome. 

La sequence d'encapsidation (egalement designee sequence Psi) est 

10 necessaire a Tencapsidation de 1'ADN viral. Cette region doit done 6tre presente pour 
permettre la preparation d'adenovirus recombinants defectifs selon 1'invention. La 
sequence d'encapsidation est localisee dans le genome des adenovirus, entre ITTR 
gauche (5') et le gene El (Cf figure 1). Elle peut etre isolee ou synthetisee 
artificiellement par les techniques classiques de biologie moleculaire. La sequence 

15 nucleotidiques de la s6quence d'encapsidation des adenovirus humains (en particulier 
des serotypes Ad2 et Ad5) est decrite dans la litterature, ainsi que des adenovirus 
canins (notamment CAV1 et CAV2). Concernant 1'adenovirus Ad5 par exemple, la 
sequence d'encapsidation correspond a la region comprenant les nucleotides 194 a 
358 du genome. 

20 Plus preferentiellement, les adenovirus de 1'invention comprennent les 

sequences ITR et une sequence permettant I'encapsidation, et possedem une deletion 
de tout ou partie des genes El et E4. 

Dans un mode particulierement prefere de realisation, le genome des 
adenovirus selon 1'invention est d61&e de tout ou partie des genes El, E3 et E4 ( et, 
25 encore plus pr6f6rentiellement t de tout ou partie des genes El, E3, L5 et E4. 

Les adenovirus de Finvention peuvent etre prepares a partir d'adenovirus 
d'origines diverees. II existe en effet diff^rents serotypes d'adenovirus. dont la 
structure et les proprietes varient quelque peu, mais qui presentent une organisation 
genetique comparable. Ainsi, les enseignements decrits dans la presente demande 
30 peuvent etre aisement reproduits par Thomme du metier pour tout type d'adenovirus. 

Plus particulierement, les adenovirus de 1'invention peuvent etre d'origine 
humaine, animale, ou mixte (humaine et animate). 
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Concernant les adenovirus d'origine humaine, on prefere utiliser ceux classes 
dans le groupe C. Plus preferenuellement, parmi les differents serotypes d'adenovinis 
humain, on prefere utiliser dans le cadre de la preseme invention les adenovirus de 
type 2 ou 5 (Ad 2 cm Ad 5). 

5 Comme indique plus haut, les adenovirus de l'invention peuvent egalement 

etre d'origine animale, ou comporter des sequences issues d'adenovinis d'origine 
animate. La demanderesse a en effet montre que les adenovirus d'origine animale sont 
capables d'infecter avec une grande efficacite les cellules humaines, et qu'ils sont 
incapables de se propager dans les cellules humaines dans lesquelles ils ont 6te testes 

10 (Cf demande FR 93 05954). La demanderesse a egalement montre que les adenovirus 
d'origine animale ne sont nullement trans-complementes par des adenovirus d'origine 
humaine, ce qui elimine tout risque de recombinaison et de propagation in vivo, en 
presence d'un adenovirus humain, pouvant conduire a la formation d'une particule 
infectieuse. L'utilisation d'adenovinis ou de regions d'adenovinis d'origine animale est 

15 done particulierement avantageuse puisque les risques inherents a l'utilisation de virus 
comme vecteurs en therapie genique sont encore plus faibles. 

Les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente 
invention peuvent etre d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard et 
ah, Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : 

20 SAV). Plus particulierement, parmi les adenovirus aviaires, on peut citer les serotypes 
1 a 10 accessibles a l'ATCC, comme par exemple les souches Phelps (ATCC VR- 
432), Fontes (ATCC VR-280), P7A (ATCC VR-827), IBH-2A (ATCC VR-828), 
J2-A (ATCC VR-829), T8-A (ATCC VR-830), K-ll (ATCC VR-921) ou encore les 
souches rfeferencees ATCC VR-831 a 835. Parmi les adenovirus bovins, on peut 

25 utiliser les differents serotypes connus, et notamment ceux disponibles a l'ATCC 
(types 1 a 8) sous les referencesATCC VR-313. 314, 639-642, 768 et 769. On peut 
egalement citer les adenovirus murins FL (ATCC VR-550) et E20308 (ATCC VR- 
528), l'ad^novirus ovin type 5 (ATCC VR-1343), ou type 6 (ATCC VR-1340); 
1'adenovirus pore in 5359), ou les adenovirus simiens tels que notamment les 

30 adenovirus referencee a l'ATCC sous les numeros VR-591-594, 941-943, 195-203, 
etc. 

De preference, parmi les differents adenovirus d'origine animale, on utilise 
dans le cadre de 1'invention des adenovirus ou des regions d'adenovinis d'origine 
canine, et notamment toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 
35 A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. Les adenovirus canins ont fait l'objet de 
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nombreuses etudes struct urates. Ainsi, des cartes de restriction completes des 
adenovirus CAV1 et CAV2 ont ete decrites dans Tan anterieur (Spibey et al., J. Gen. 
Virol. 70 (1989) 165). et les genes Ela, E3 ainsi que les sequences ITR ont ete clones 
et sequences (voir notamment Spibey et al., Virus Res. 14 (1989) 241; Linne, Vims 
5 Res. 23 (1992) 119, WO 91/11525). 

Les adenovirus recombinants defectifs selon l'invention peuvent etre prepares 
de diff erentes fagons. 

Une premiere methode consiste a transfecter l'ADN du virus recombinant 
defectif prepare in vitro (soit par ligature, soit sous forme de plasmide) dans une 

10 lignee cellulaire competente, c'est-i-dire portant en trans toutes les fonctions 
necessaires a la complementation du virus defectif. Ces fonctions sont 
pr§ferentiellement integrees dans le genome de la cellule, ce qui permet d'6viter les 
risques de recombinaison, et confere une stabilite accrue a la lignee cellulaire. 

Une seconde approche consiste a co- transfecter dans une lignee cellulaire 

15 apppropriee l'ADN du virus recombinant defectif prepare in vitro (soit par ligature, 
soit sous forme de plasmide) et l'ADN rfun virus helper. Selon cette methode, il n'est 
pas necessaire de disposer dune lignee cellulaire competente capable de 
complementer toutes les fonctions defectives de l'adenoviros recombinant. Une partie 
de ces fonctions est en effet complementee par le virus helper. Ce virus helper doit lui- 

20 meme etre defectif et la lignee cellulaire porte en trans les fonctions necessaires a sa 
complementation. Parmi les lignees cellulaires utilisables notamment dans le cadre de 
cette seconde approche, on peut citer notamment la lignee de rein embryonnaire 
humain 293, les cellules KB, les cellules Hela, MDCK, GHK, etc (Cf exemples). 

Ensuite, les vecteurs qui se sont multiplies sont recuperes, purifies et 

25 amplifies selon les techniques classiques de biologie mofcculaire. 

Selon une van ante de mise en oeuvre, il est possible de preparer in vitro, soit 
par ligature, soit sous forme de plasmide, l'ADN du virus recombinant defectif portant 
les deletions appropriees et les deux ADN recombinants. Comme indique ci-avant, les 
vecteurs de l'invention possedent avantageusement une deletion de tout ou partie de 
30 certains genes viraux, notammment des genes El, E3, E4 et/ou L5. Cette deletion 
peut correspondre a tout type de suppression affectant le gene considere. II peut s'agir 
notamment de la suppression de tout ou partie de la region codante dudit gene, et/ou 
de tout ou partie de la region promotrice de la transcription dudit gene. La 
suppression est generalement realisee sur l'ADN du virus recombinant defectif, par 



WO 96/25177 



16 



PCT/FR96/00218 



exemple par digestion au moyen d'enzymes de restriction appropriees, puis ligature, 
selon les techniques de biologie moleculaire, ainsi qu'illustre dans les exemples. Les 
ADN recombinants peuvent ensuite etre inseres dans cet ADN par clivage 
enzymatique puis ligature, au niveau des regions selectionnees et dans l'orientation 
5 choisie. 

L'ADN ainsi obtenu, qui porte done les deletions appropriees et les deux 
ADN recombinants, permet de generer directement l'ad&iovirus recombinant defectif 
portant lesdites deletions et ADN recombinants. Cette premiere variante est 
particulierement adaptee a la realisation d'adenovirus recombinants dans lesquels les 
10 genes sont disposes sous forme d'une unite transcriptionnelle unique ou, sous 
controle de promoteurs separes mais inseres en un meme site du genome. 

II est egalement possible de preparer le virus recombinant en deux etapes, 
permettant rintroduction successive des deux ADN recombinants. Ainsi, l'ADN d'un 
premier virus recombinant portant les deletions appropriees (ou une partie desdites 

15 deletions) et un des ADN recombinants est construit, par ligature ou sous forme de 
plasmide. Cet ADN est ensuite utilise pour generer un premier virus recombinant 
portant lesdites deletions et un ADN recombinant. L'ADN de ce premier virus est 
ensuite isole et co-transfecte avec un second plasmide ou l'ADN d'un second virus 
recombinant defectif portant le deuxieme ADN recombinant, les deletions appropriees 

20 (partie non presente sur le premier virus), et une region permettant la recombinaison 
homologue. Cette deuxieme etape genere ainsi le virus recombinant defectif portant 
les deux ADN recombinants. Cette variante de preparation est particulierement 
appropriee pour la preparation de virus recombinants portant deux ADN 
recombinants inseres en deux regions differentes du genome de 1'adenovims. 

25 Les deux agents selon Tinvention a savoir rimmunosuppresseur et 

l'adenovirus recombinant peuvent etre formules en vue d'une administration par voie 
topique, orale, parenterale, intranasals intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, 
intraoculaire, transdermique, etc. 

Preferentiellement, la ou les formulations pharmaceutiques respectives 
30 contiennent des vehicules pharmaceutiquement acceptables pour une formulation 
injectable. II peut s'agir en particulier de solutions salines (phosphate monosodique, 
disodique, chlorure de sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des 
melanges de tels sels), steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment 
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lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, 
permettent la constitution de solutes injectables. 

Les doses en immunosuppresseur et en adenovirus uti Usees pour 1'injection 
peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction 
5 du mode d'administration utilise, de la pathologie concernee, du gene a exprimer. ou 
encore de la dur&e du traitement recherchee. 

D'une maniere generate, les adenovirus recombinants selon rinvention sont 
formules et administres sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10* 4 pfu/ml, et 
de preference 10 6 a lO 1 ^ pfu/ml Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au 

10 pouvoir infectieux d'une solution considered et est determine par infection d'une 
culture cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 5 jours, du nombre de 
plages de cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu d'une 
solution virale sont bien documents dans la litterature. En ce qui conceme plus 
particulierement les immunosuppresseurs, leurs doses et modes d'injection varient 

15 selon leur nature. L'ajustement de ces deux parametres entrent dans les competences 
de l*homme du metier. 

L'association medicamenteuse selon l'invention peut etre utilisee pour le 
traitement ou la prevention de nombreuses pathologies. Selon le gene therapeutique 
insere dans son adenovirus, elle peut etre utilisee notamment pour le traitement ou la 
20 prevention des maladies genetiques (dystrophic muscoviscidose, etc), des maladies 
neurodegeneratives (alzheimer, parkinson, ALS, etc), des pathologies 
hyperproliferatives (cancers, restenose, etc), des pathologies liees aux desordres de la 
coagulation ou aux dyslipoproteinemies, des pathologies liees aux infections virales 
(hepatites, SIDA, etc), etc. 

25 La presente invention vise egalement toute mSthode de traitement 

therapeutique mettant en oeuvre l'assocaition medicamenteuse revendiquee. 

La presente invention sera plus complfetement decrite & Taide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitaufs. 

Rgure 1 : Organisation gfenetique de 1'adenovirus Ad5. La sequence complete de 
30 FAd5 est disponible sur base de donnees et perniet a rhomme du metier de 
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selectionner ou de creer tout site de restriction, et ainsi d'isoler toute region du 
genome. 

Figure 2 : Carte de restriction de Tadenovirus CAV2 souche Manhattan (d'apres 
Spibey etal precite). 
5 Figure 3 : Construction du vecteur pAD5-gpl9k-Bgal. 

Figure 4 : Construction de Tadenovinis Ad-gpl9k-Bgal,AEl,AE3. 

Techniques generates de biologie moleculaire 

Les methodes classiquement utilis6es en biologie moleculaire teiles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d' ADN plasmidique en 

10 gradient de chlorure de cesium, I'electrophorSse sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electrocution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
l'ethanol ou de l'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de lTiomme de metier et sont abondament decrites dans la litterature 

15 [Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel FM. et al. (eds), "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons. New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

20 Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 

par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide. extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipitfes a l'ethanol puis incubes en presence de l'ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut Stre effectue par le 

25 fragment de Klenow de l'ADN Polymerase I d*E. coli (Biolabs) selon les 
specifications du fournisseur. La destruction des extremites 3* proeminentes est 
effectuee en presence de l'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les 
recommandations du fabricant La destruction des extremites 5 1 proeminentes est 
effectuee par un traitement menage par la nuclease SI. 

30 La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 

etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 13 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 
[Eolymerase-catalyzed Chain Beaction, Saiki R.K. et al., Science 22Q (1985) 1350- 
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1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut etre 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du f abricant 

La verification des sequences nucleoli diques peut etre effectuee par la 
5 methode developpee par Sanger et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 14 (1977) 5463- 
5467] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

I ipnees cellulaire utilisees 

Dans les exemples qui suivent, les lignees cellulaires suivantes ont ou peuvent 
etre utilisees : 

10 - Lignfce de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al.. J- Gen. Virol. 36 

(1977) 59). Cette lignee contient notamment, integree dans son genome, la partie 
gauche du genome de Tadenovirus humain Ad5 (12 %). 

- Lignee de cellules humaines KB : Issue d'un carcinome 6pidermique 
humain, cette lignee est accessible a l'ATCC (ref. CCL17) ainsi que les conditions 

1 5 permettant sa culture. 

- Lignee de cellules humaines Hela : Issue d'un carcinome de l'epithelium 
humain, cette lignee est accessible a 1'ATCC (ref. CCL2) ainsi que les conditions 
permettant sa culture. 

• Lignee de cellules canines MDCK : Les conditions de culture des cellules 
20 MDCK ont ete decrites notamment par Macatney et al., Science 44 (1988) 9. 

- Lignee de cellules gm DBP6 (Brough et al., Virology 190 (1992) 624). 
Cette lignee est constitute de cellules Hela portant le gene E2 d'adenovirus sous le 
controle du LTR de MMTV. 

EXEMPLES 

25 Exemple 1. Construction d'adenovirus recombinants defectifs comprenant un 
gene therapeutique (le gene LacZ de E. coli) sous le controle du promoteur du 
LTR du RSV et le gene gpl9k sous le controle du promoteur du LTR du RSV, 
to us deux inseres au niveau de la region EL 

Ces adenovirus ont ete construits par recombinaison homologue entre un 
30 plasmide portant la partie gauche de l'adenovirus Ad5, les deux ADN recombinants et 
une region de Tadenovirus Ad5 (correspondant a la proteine IX) et TADN d'un 
adenovirus defectif portant differentes deletions. 
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1. Construction du vecteu r pAD5-pp!9k-fipa1 (figure 3) 

1.1. Construction du plasmide pGEM-gpl9k 

Le plasmide pAD5-gpl9k-Bgal contient une sequence d'ADNc cod ant pour 
la proteine gpl9k d'adenovirus. Ce plasmide a 6te construit comme suit Le fragment 
5 Xbal du genome de Tadenovims Ad5 sauvage contenant la region E3 a ete isole et 
clone au site correspondant du plasmide pGEM (Promega) pour generer le plasmide 
pGEM-E3. Le fragment Hinfl contenant la sequence cod ante de la gpl9k (nucleotides 
28628 a 29634 de Fadenovirus Ad5 sauvage) a ensuite ete isole a partir du plasmide 
pGEM-E3. Les extremites de ce fragment ont 6te rendues franches par action du 
10 fragment de Klenow de l'ADN polymerase I d'E. coli (Cf techniques generates de 
biologie moleculaire), puis le fragment obtenu a ete clone au site Smal du plasmide 
pGEMzf+ (Promega). 

Le plasmide obtenu a ete designe pGEM-gpl9k (figure 3). 

1.2. Construction du vecteur pAD5-gpl9k-8gal 

15 Cet exemple decrit la construction d'un plasmide contenant un les deux ADN 

recombinants comprenant leur propre promoteur, la partie gauche du genome de 
Fadenovirus et une partie supplementaire (proteine pIX) permettant la recombinaison 
homologue. Ce vecteur a ete construit a partir du plasmide pAd.RSV|JGal comme 
suit. 

20 Le plasmide pAd.RSVpGal contient, dans roriemation 5'->3\ 

- le fragment PvuII correspondant a Fextremite gauche de Fadenovirus Ad5 
comprenant : la sequence ITR, l'origine de replication, les signaux d'encapsidation et 
1'amplificateur El A; 

- le gene cod ant pour la (5-galactosidase sous le controle du promoteur RSV 
25 (du virus du sarcome de Rous), 

- un second fragment du genome de Fadenovirus Ad5, qui perrnet la 
recombinaison homologue entre le plasmide pAd.RSV|3Gal et Fadenovirus dl324. Le 
plasmide pAd.RSV|3Gal a ete decrit par Stratford-Perricaudet et al. (J. Clin. Invest. 
90 (1992) 626). 



30 Le plasmide pAd.RSV|3Gal a tout d'abord ete coupe par les enzymes EagI et 

Clal. Ceci genere un premier fragment portant notamment la partie gauche de 
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I'adenovinis Ad5* et le promoteur du LTR du RSV. Parallelement, le plasmide 
pAd.RSV(iGal a egalement ete coupe par les enzymes EagI et Xbal. Ceci genere un 
deuxjeme type de fragment portant notamment le promoteur du LTR du RSV, le gene 
LacZ, et un fragment du genome de Fadenoviros Ad5, qui permet la recombinaison 
5 homologue. Les fragments Clal-EagI et Eagl-Xbal ont ensuite ete ligatures en 
presence du fragment Xbal-Clal du plasmide pGEM-gpl9k (exemple 1.1) portant la 
sequence codante de la gpl9k (Cf figure 3). Le vecteur ainsi obtenu, designe pAD5- 
gpl9k-Bgal, contient done 

- ie fragment PvuII correspondant a l'extremite gauche de Tadenovirus Ad5 
10 comprenant : la sequence ITR, l'origine de replication, les signaux d'encapsidation et 

ramplificateur El A; 

- la sequence cod ant pour la gpl9k sous le controle du promoteur RSV (du 
virus du sarcome de Rous); 

- le gene codant pour la (3-galactosidase sous le controle du promoteur RSV 
15 (du vims du sarcome de Rous), et, 

- un second fragment du genome de I'adenovinis Ad5, qui peimet la 
recombinaison homologue. 

2. Constru ction des adenovirus recombinants 

2.1. Construction d'un adenovirus recombinant delete dans la region El, 
20 portant les deux ADN recombinants inseres dans la meme orientation, au niveau de la 
region El . 

Le vecteur pAD5-gpl9k-8gal a ete linearise et cotransfecte avec un vecteur 
adenoviral deficient dans le gdne El, dans les cellules helper (lignee 293) apportant en 
trans les fonctions codees par les regions El (El A et E1B) d'adenoviras. 

25 Plus pr6cisement, I'adenovinis Ad-gp^k-Bgal^l est obtenu par 

recombinaison homologue in vivo entre radenovirus Ad-RSVBgal (Cf Stratford- 
Perricaudet et al citee plus haut) et le vecteur pAD5-gpl9k-Bgal, selon le protocole 
suivant : le plasmide pAD5-gpl9k-Bgal, linearise par XmnI, et Tadenovirus Ad- 
RSVBgal, linearise par l'enzyme Clal, sont co-transfectes dans la lignee 293 en 

30 presence de phosphate de calcium, pour permettre la recombinaison homologue. Les 
adenovirus recombinants ainsi generes sont ensuite selectionnes par purification sur 
plaque. Apres isolement, l'ADN de l'adenovirus recombinant est amplifie dans la 
lignee cellulaire 293, ce qui conduit a un sumageant de culture contenant Tadenovirus 
defectif recombinant non purifie ayant un titre d'environ 10 10 pfu/ml. 
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Les particules virales sont generalement purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorure de cesium selon ies techniques connues (voir notamment Graham 
et al.. Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus Ad-gpl9k-Bgal,AEl peut etre conserve 
a -80°C dans 20 % de glycerol. 

5 2.2. Construction d un adenovirus recombinant delete dans les regions El et 

E3 f portant les deux ADN recombinants inseres dans la meme orientation, au niveau 
de la region El (figure 4). 

Le vecteur pAD5-gpl9k-Bgal a ete linearise et cotransfecte avec un vecteur 
adenoviral deficient dans les genes El et E3, dans les cellules helper (lignee 293) 

10 apportant en trans le$ fonctions codees par les regions El (El A et E1B) d'adenovirus. 

Plus precisement, 1'adenovirus Ad-gpl9k-Bgal,AEl,AE3 a ete obtenu par 
recombinaison homologue in vivo entre l'adenovirus mutant Ad-dll324 
(Thimmappaya et al.. Ceil 31 (1982) 543) et le vecteur pAD5-gpl9k-Bgal, selon le 
protocole suivant : le plasmide pAD5-gpl9k-Bgal et l'adenovirus Ad-dll324, linearise 

15 par l'enzyme Clal, ont ete co-transfectes dans la lignee 293 en presence de phosphate 
de calcium, pour permettre la recombinaison homologue. Les adenovirus 
recombinants ainsi generes ont ensuite ete selectionnes par purification sur plaque. 
Apres isolement, 1'ADN de l'adenovirus recombinant est amplifie dans la lignee 
cellulaire 293, ce qui conduit a un surnageant de culture contenant l'adenovirus 

20 defectif recombinant non purifie ayant un titre d'environ 10 10 pfu/ml. 

Les particules virales sont generalement purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham 
et al. f Virology 52 (1973) 456). Le genome de radenovirus recombinant a ensuite ete 
vferifie par analyse en southern blot. L'adenovirus Ad-gpl9k-Bgal,AEl f AE3 peut etre 

25 conserve a -80°C dans 20 % de glycerol. 

Exemple 2 : Mise en evidence de Tactivite immunoprotectrice de 1'association 
medicamenteuse selon linvention. 

60 souris adultes femelles DBA/2 sont reparties au hasard en 6 groupes de 10 souris 
traites respectivement selon les protocoles d'injection suivants : 
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- GROUPE la: 

D re^oit une injection intraoculaire de 10 \xg d'anticorps monoclonaux anti-CD3 aux 
jours -2, -1. 1, 2, 3, 4 et 5 avec au jour 0 une injection intra veineuse de 4.10 9 pfu de 
virus Ad-RS Vfigal (Cf Stratf ord-Perricaudet et al citee plus haut) . 

5 - GROUPE lb: 

D regoit le meme traitement que le groupe la en utilisant a litre de virus, 4.10 9 pfu du 
virus Ad-gp 19 k-|3gal ( figure 4). 

-GROUPE 2a: 

II re$oit une injection intrapetitoneale de 250 jig d'anticorps monoclonaux anti-CD4 
10 aux jours -2,-1,1,4, 7 avec au jour 0 une injection intraveineuse de 4.10 9 pfu du virus 
Ad-RSVpgal. 

- GROUPE 2b: 

II re$oit le meme traitement que le groupe 2a en utilisant a titre de virus, 4.10 9 pfu du 
virus Ad gpl9k-P gal. 

15 -GROUPE 3a: 

II reqoit une injection intraveineuse de 4.10 9 pfu d*Ad-(3gal sans administration 
conjointe d'immunosuppresseur 

- GROUPE 3b: 

II regoit une injection intraveineuse de 4.10 9 pfu d'Ad-gpl9k-|3gal sans 
20 administration conjointe d'immunosuppresseur. 

A differents temps, deux animaux de chaque groupe ont ete sacrifies dans le but de 
prelever le foie et la rate. 

2.1. - Analyse par immun ofluorescence de la repartition des Piincipales sous- 
populations Ivmphocvtaires (CD3+. CD 4+ et CD8+) au sein des snlenocvtes 
25 pr&eves a J15 apres 1* injection. 

Une suspension de cellules isolees a ete preparee a partir des rates prelevees. Un 
echantillon de cellules a ete analyse par immunofluorescence, a Taide d'anticorps 
specifiques de chaque sous-population lymphocytaire. La lecture des cellules 
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fluorescent es a it€ rtalisee grace k un cytofhiorom&tre (FACS Schan-Becton 
Dickinson). Le tableau I qui suit rend compte des rdsultats. 





Groupe 3 a 
Ad-Pgal 


Groupe3b 

Ad-pgaJ- 
gpl9k 


Groupe la 
anti CD3/ 
Ad-pgal 


Groupe 2a 
ami CD4/ 
Ad-3gal 




% de cellules exprimant pgal a la surface cellulaire 


CD3 


20,0 


17,5 


20,6 


21 


M 


6,1 


12 


10,3 


CD4 


13,4 


12,6 


15,3 


16,8 


4,4 


5,1 


2,7 


4,1 


CDS 




5,5 


<M 


6 


2,02 


2,3 


7,9 


6 r 6 



TABLEAU I 



S On note la nette diminution des cellules CD3+ CD4+ et CD8+ chez les animaux 
traites par anti-CD3 et la diminution selective des cellules CD4+ chez les animaux 
trails par anti-CD4 

2.2- Analyse de la capacity cytotoxique des spl &iocvtes prflcves & 132 
acres Finiection et stimules in vitro vis-A-vis de cibles histocompatibles 
10 exprimant la pgal 

Un deuxieme echantillon de splenocytes isoles i partir des rates des animaux traites a 
ete cultiv£ in vitro pendant 4 jours en presence de cellules P81S exprimant la 
Pgalactosidase & ieur surface. Au terme de la culture, I'activit6 cytotoxique des 
splenocytes vis-a-vis de dbles P815-(3gal marquees au Cr 51 a it€ 6valu6e. L*activit6 
15 cytotoxique, exprimge par le pourcentage de cytolyse, a €ti d6termin6e de mantere 
conventionnelle en mettant en presence differents rapports de cellules effectrices et de 
cellules cibles. Les resultats sont presentes dans le tableau II ci-apres. 



FEUILLE RECTIFIEE (REGIE 91) 
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Groupe 


2b 


3A 


Traitement 


Anti-CD4/ 
Ad-flgal-gpl9k 


AD-f3ga) 


Rapport 
Effecteur/cibles 


%decytolyse 


80/1 


4 2 


13 14 


40/1 


2 1 


13 9 


20/1 


1 1 


5 9 


10/1 


0 0 


2 5 


5/1 


0 1 


1 2 



Les splenocytes, preleves chez les animaux ayant re^u le traitement par anti CD4 
c'est-a-dire le groupe 2b, montrent une neutralisation tres nette de leur capacite cyto- 
toxique. 

TABLEAU II 



2.3 Expression de l'activite P galactosidase dans le foie apres 15 et 32 
jours. 

Les foies sont sectionnes et colores avec du X-gal pour reveler 1'activite (3 
galactosidase et de F6osine pour mettre en evidence Thistologie de la section. Les 
1 0 resultats sont presentes dans le tableau IIP ci-apres. 





Nombre de cellules exprimant 
Ika! 




15 iours 


32 iours 


Groupe 2a: (anti-CD4/ Ad-(3gal) 


1 


1 


Groupe 2b: (anti-CD4/ Ad gpl9k- 


250 


50 


Groupe 3a: (Ad-3eal) 


3 


0 


Groupe 3b: (Ad epl9k-(3ffal) 


25 


0 



TABLEAU III 
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Des resultats presentes ci-dessus. il resson que rejection d'anticorps anti-CD4 
associee a une injection d'Adgpl9k-|3gal induit une expression nettement prolongee 
du gene considers. Cest ainsi que 30 jours apres les injections, on observe dans le 
cas du groupe 2b une activite |5 galactosidase significative. Cette prolongation qui 
5 peut etre interpretee comme la consequence d'un phenomene de tolerance induit 
selon l'invention est nettement superieure a celle qui pouvait etre attendue de la 
simple juxtaposition des effets respectifs de l'immunosuppresseur anti-CD4 et de 
l'adenovirus recombinant Ad gpl9k -Pgal. 

Aucune reaction inflammatoire n'est en outre observee dans ce delai de 30 jours 
10 dans le cas du groupe 2b. 
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R F VFNDIC ATIQNS 

1. Association medicamenteuse d'au moins un agent immunosuppresseur et 
d'au moins un adenovirus recombinant dont le genome comprend un premier ADN 
recombinant contenant un gene therapeutique et un second ADN recombinant 

5 contenant un gene immunoprotecteur, pour une utilisation consecutive, intermittente 
et/ou simultanee dans le temps, utile pour des transfections exogeniques in vivo et/ou 
ex-vivo. 

2. Association medicamenteuse selon la revendication 1 caracterisee en ce 
que Tagent immunosuppresseur est de preference choisi parmi la cyclosporine, le 

10 FK506, l'azathioprine, les corticosteroTdes et des anticorps mono- ou poly-clonaux. 

3. Association medicamenteuse selon la revendication 2 caracterisee en ce 
qu'il s'agit d'anticorps capables tfinactiver des molecules immunes ou de provoquer la 
destruction des cellules immunes portant ces molecules . 

4. Association medicamenteuse selon la revendication 3 caracterisee en ce 
15 que Tanticorps est choisi parmi les anti-CD4, -CD2, -CD3 t -CD8, -CD28, -B7, - 

ICAM-1, -LFA-1 et la CTLA4Ig. 

5. Association medicamenteuse selon Tune des revendications precedentes 
caracterisee en ce que le gene therapeutique code pour une proteine therapeutique. 

6. Association medicamenteuse selon Tune des revendications 1 a 4 
20 caracterisee en ce que le gene therapeutique code pour un ARN therapeutique. 

7. Association medicamenteuse selon Tune des revendications precedentes 
caracterisee en ce que le gene immunoprotecteur est un gene dont le produit agit sur 
l'activite du complexe majeur d'histocompatibilite (MHC) ou sur Tactivite des 
cytokines. 

25 8. Association medicamenteuse selon la revendication 7 caracterisee en ce 

que le g£ne immunoprotecteur est un gene dont le produit inhibe au moins 
partiellement l'expression des proteines du MHC ou la presentation antigenique. 

9. Association medicamenteuse selon Tune des revendications precedentes 
caracterisee en ce que le gene immunoprotecteur est choisi parmi le gene de la gpl9k 
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de l'adenovirus. le gene ICP47 du virus de I'herpes, ou le gene UL18 du 
cytomegalovirus. 

10. Association medicamenteuse selon l'une des revendications precedentes 
caracterisee en ce que les deux ADN recombinants du genome de radenovirus 

5 constituent une entite transcriptionnelle unique. 

11. Association medicamenteuse selon l'une des revendications precedentes 
caracterisee en ce que les deux ADN recombinants component chacun un promoteur 
transcript ionnel, identtque ou different 

12. Association medicamenteuse selon la revendication 11 caracterisee en ce 
10 que les deux ADN recombinants sont inseres dans la meme orientation. 

13. Association medicamenteuse selon la revendication 11 caracterisee en ce 
que les deux ADN recombinants sont inseres dans les orientations opposees. 

14. Association medicamenteuse selon l'une des revendications precedentes 
caracterisee en ce que les deux ADN recombinants sont inseres dans un meme site du 

15 genome de l'adenovirus, de preference au niveau des regions El, E3 ou E4. 

15. Association medicamenteuse selon la revendication 14 caracterisee en ce 
que les deux ADN recombinants sont inseres au niveau de la region El. 

16. Association medicamenteuse selon Tune des revendications 1 a 13 
caracterisee en ce que les deux ADN recombinants sont inseres en des sites differents 

20 du genome de l'adenovirus. 

17. Association medicamenteuse selon la revendication 16 caracterisee en ce 
que l'un des ADN recombinants est insere au niveau de la region El et l'autre au 
niveau de la region E3 ou E4. 

18. Association medicamenteuse selon Tune des revendications precedentes 
25 caracterisee en ce que l'adenovirus est un adenovirus recombinant defectif comprenant 

les sequences ITR, une sequence permettant I'encapsidation, et portant une deletion 
de tout ou partie des genes El et E4. 
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19. Association medicamenteuse selon ta revendication 18 caracterisee en ce 
qu'il s'agit d'un adenovirus comprenant les sequences ITR, une sequence permettant 
l'encapsidation et portant une deletion de tout ou partie des genes El, E3 et E4. 

20. Association medicamenteuse selon Tune des revendications 1 a 19 
5 caracterisee en ce qu'il s'agit d'un adenovirus dont le genome est delete de tout ou 

partie des genes El, E3, L5 et E4. 

21. Association medicamenteuse selon Tune des revendications prfecedentes 
caracterisee en ce que 1' adenovirus recombinant est d'origine humaine, animate, ou 
mixte. 

10 22. Association medicamenteuse selon la revendication 21 caracterisee en ce 

que les adenovirus recombinants d'origine humaine sont choisis parmi ceux classes 
dans le groupe C, de preference parmi les adenovirus recombinants de type 2 ou 5 
(Ad2ou Ad 5). 

23. Association medicamenteuse selon la revendication 22 caracterisee en ce 
15 que les adenovirus d'origine animate sont choisis parmi les adenovirus d'origine 
canine, bovine, murine, ovine, porcine, aviaire et simienne. 

24. Association medicamenteuse selon Tune des revendications prfccedentes 
caracterisee en ce que 1'agent immunosuppresseur est injecte avant et apres Vinjection 
de 1'adenovirus. 

20 25. Association medicamenteuse selon Tune des revendications precedentes 

caracterisee en ce que 1'agent immunosuppresseur et 1'adenovirus recombinant sont 
injectees simultannement. 




Figure 1 
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